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【要旨】　近年，癌の新しい治療法として分化誘導剤による癌治療法が検討され始めている．細胞内カルシウ
ムイオンの増加に伴い，細胞は分化およびapoptosisの過程を示すことが知られている．細胞内カルシウム
イオン流入の増加作用がある強心剤Vesnarinoneを用いて子宮頚癌由来細胞株8例（HeLa，　SiHa，　CasKi，
SKGI，　SKGII，　SKGIIIa，　SKGIIIb，　CA），絨毛癌由来細胞株7例（BeWo，　SCH，　JAR，　JEG－3，　NaUCC－1，　NaUCC－3，
NaUC（＞4），子宮内膜癌由来細胞株4例（SNGII，　HEC－3，　KLE，　EI），前骨髄球性白血病由来細胞株HL60，加
えて胞状奇胎より株化した細胞株BMに対する反応性を検討した．細胞株の種類やp53変異の有無，　HPV
（human　papilloma　virus）存在の有無に関わらずVesnarinone添加後に細胞増殖能が低下し，細胞形態の変
化が観察され，apoptosisが誘導されていた．　Vesnarinone添加によるapoptosisの誘導には，　c－Myc遺伝子
が関与していることが示唆された．分化誘導作用のあるVesnarinoneは婦人科悪性腫瘍においてもその有用
性が示唆された．
はじめに
　近年，抗癌剤の進歩により癌患者に対する治療成
績は向上しているが，主に腫瘍細胞の異常な増殖能
に注目した結果，細胞毒性を高めた抗癌剤は増殖能
の旺盛な腫瘍細胞に著効を示すだけでなく，造血幹
細胞など各種正常細胞にも非特異的に作用し，重篤
な副作用を引き起こすことが多い．このため抗癌剤
の治療は，臨床的にはしばしば制限を受けざるを得
ない．最近，急性骨髄性白血病がall－trans　retinoic
acidにより細胞分化が生じて治癒すること1・　2）や，
固形癌においても唾液腺癌や頭頚部，皮膚の扁平上
皮癌において分化誘導剤に反応して，腫瘍細胞に分
化が示され，apoptosisを誘導し抗腫瘍効果があっ
たとの報告がある3～5）．この腫瘍細胞の分化誘導現
象が制癌の立場から考慮されるようになったのは最
近である．
　Vesnarinoneはフラボノイド類似構造を持つ経口
強心剤であり6），その作用機序としては1）カリウ
ムイオン流失の抑制，2）phosphodiesteraseの抑制，
3）カルシウムイオン流入の増加作用が明らかにさ
れている7・8＞．このVesnarinoneがある種の癌細胞
に対して分化を誘導し，さらにapoptosisを誘導す
ることがわかってきた9）．
　そこで本研究では，このVesnarinoneを用いて各
種婦人科悪性腫瘍由来細胞株に対する抗腫瘍効果の
検討をおこなった．
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研究材料および方法
　1．細胞株
　子宮頚癌由来細胞株8例（HeLa，　SiHa，　CasKi，
SKGI，　SKGII，　SKGIIIa，　SKGIIIb，　CA），絨毛癌由来
細胞株7例　（BeWo，　SCH，　JAR，　JEG－3，　NaUCG1，
NaUCC－3，　NaUCC－4），子宮内膜癌由来細胞株4例
（SNGII，　HEC－3，　KLE，　EI），前骨髄球性白血病由来
細胞株HL60，加えて胞状奇胎より株化した細胞株
BMを用いた．
　CA，　EIは当教室で樹立した細胞株，　HeLa，　SiHa，
CasKiは大日本製薬ラボラトリーより購入した細胞
株，HL60，　JAR，　JEG－3，　BeWb，　SC：Hは国立衛生試験
所（JCRB細胞BANK）より入手した細胞株である．
SKGI，　SKGII，　SKGIIIa，　SKGIIIbは慶応大学産婦人科
学教室，NaUCC－1，　NaUCC－3，　NaUCC－4，　BMは名古
屋大学産婦人科学教室より供与して頂いた．
　2．　Vesnarinone
　Vesnarinone（OPC－8212，　Arkin－Z）は，大塚製薬
（株）より提供を受けた．Vesnarinoneは1N塩酸に
1mg／mlとなるように溶解した後，培養液にて希釈
し，1N　NaOHにてpHを7．3に調節した後，0．22
μmのフィルターで濾過して用いた．
　3．Vesnarinone添加後の形態変化の観察
　培養開始後，翌日培養液を交換し，Vesnarinone
添加群には100丁目／mlの濃度でVesnarinoneを添加
し，培養開始後6日目にそれぞれの細胞について位
相差顕微鏡を用い形態変化を観察し，写真撮影を行
った．
　4．Vesnarinone添加後の増殖能の検討
　培養開始後，翌日培養液を交換し，Vesnarinone
添加群には10μg／ml，100μg／m1の濃度でそれぞれ
Vesnarinoneを添加し，培養開始後6日目にそれぞ
れの細胞についてMTT　assay法を用いて増殖能の
検討を行った．MTr　assayに先だち，まず細胞を
96穴平底マイク漆工イタープレート（Corning）上
で1×104個／0．1m1／wellの細胞濃度の薬剤ととも
に培養する．培養後，MTT溶液を10μ1／well添加
し，4時間培養し，生細胞と色素を反応させる．さ
らに，プロパノールを0．1ml／we11添加し，1時間
以内にマイクロプレートリーダーを用い570nmで
比色定量を行い，細胞数を定量した．データはいず
れもVesnarinone無添加群の平均生存率を100％
とし，このコントロールに対する平均生存率で示し
た．
　5．DNAの抽出
　それぞれの細胞よりフェーノV一・一・・ル・クロロホルム
法を用いてgenomic　DNAを抽出した．
　6．RNAの抽出
　それぞれの細胞より01igo－dT　celluloseを用い
てmRNAを分離抽出した．
　7．Vesnarinone添加後のapoptosisの検出
　DNA　Fragmentation　assay法を用いてapoptosis
の検出をおこなった．分離抽出したDNAを2％
agarose　gelで電気泳動し約180塩基対の整数倍の
DNA　Iadderを観察した．
　8．　Polymerase　Chain　Reaction　（PCR）
　PCR（polymerase　chain　reaction）は，それぞれの
primer　1　ptM，　dNTPs　（ATP，　CTP，　GTP，　TTP）　250
paM，　KC150　mM，　Tris－HCI　（pH　8．3）　10　mM，　O．OlO／o
gelatin，0．3　unit　Taq　poly－meraseを混合し総量50μ1
にて，最初の1cycleはdenaturation　950C　5分，次
の29cycleは950C　30秒，各primerの至適温度60
秒，extension　72。C　2分にて施行し，最後に72。C　5
分にて行った．PCR産物は，2％agarose　gel，1×TBE
bufferにて電気泳動を行い，　ethidium　bromide染色
後，320nmのUV照射にて観察した．なお，増幅
されたそれぞれのPCR　productsは，　plasmid　vector
にsubcloningを施行し塩基配列の確認をした．
　9．p53の変異
　p53のexson　5，6，7，8の部分を増幅するprimer
（Table　1）を用いてα一32P　dCTPを使用してPCR
を行い，そのPCR産物を6％polyacrylamide　gel
に泳動してPCR－single－strand　conformation　poly－
morphism（PCR－SSCP）法を施行した．
　10．　RT－PCR　（Reverse　transcriptase－poly－
　　　merase　chain　reaction）
　分離抽出したmRNAにreverse　transcriptaseを
使用して一本鎖cDNAを合成した．これをPCRの
テンプレートとして用いた．
　ll．　Human　Papilloma　Virus（HPV）の検討
　子宮頚癌由来細胞株8例に対して，universal
primer，　HPV　16，18，　specific　primer（Table　1）を用
いてcDNAをテンプレートとしてRT－PCR法を用
い検討した．
　12．Bcl－2，　c－Myc，　BAX，　ICE遺伝子の発現の検
　　　討
　それぞれの遺伝子に対する部分を増幅する
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Table　1　Oligonucleotide　Primers　Sequences
Target Primer　sequences　（5’一3’）＊
p53　exson　5
p53　exson　6
p53　exson　7
p53　exson　8
HPV　Universal
HPV　16E7
HPV　18E7
HPV　33E7
1CE
c－Myc
Bcl－2
BAX
62m
For：　TGTI”CAC”IYI”GTGCCCTGACT
For：　TGG’1’1’GCCCAGGGTCCCAG
For：　TAG　GrlTGGCTCTCTGACTGT
For：　CCTATCCTGAGTAGTGGTAA
For：　GAATArlYITACAG’1’ITAfl’1’IylyrcA
For：　AGCTCAGAGGAGGAGGATGA
For：　GAG　C　C　C　CAAAATGAAAflYI“CC
For：　AGGACACAAGCCAAGC”1’1）AA
For：　AGTGCAGGACAACCCAGCTATG
For：　AGAGTCTGGATCACC”IYI”CTGCTGG
For：　GCC’ITC’1’ITGAG’ITCGGTG
For：　GGACCCGGTGCCTCAGGATGCGTC
For：　AC　C　C　C　CACTGAAAAAGATGA
Rev：　CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG
Rev：　’IYI）AACCCCTCCTCCCAGAGA
Rev：　TGCAGGGTGGCAAGTGGCTC
Rev：　 GGCATAACTGCACCC”IYI’GG
Rev：　GAAAACrmCC’1’ITAAAT
Rev：　G　GMCTGAGAACAGATGGG
Rev：　CAAAGGACAGGGTG’1］1’CAGA
Rev：　AG’ITGCTGTATGGTI”CGTAG
Rev：　TGAACACCAGGAACGTGCTGTC
Rev：　A 　 GACAGGATGTATGCTGTGG
Rev：　GAGTC’ITCAGAGACAGCCAG
Rev：　TG TC’1’1’GGATCCAGCCCAACAGC
Rev：　ATCTI”CAAAC　CTCCATGATG
＊For：　forward．　Rev：　reverse．
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Fig．　2　PCR－SSCP　analysis　of　the　p53　gene．　1：　cell　line．　P：　positive　control．　N：　nega－
　　　　　tive　control　（human　placenta）．　Arrowheads：　extra　bands．
primer（Table　1）を用いてcDNAをテンプレート
としてRT－PCR法を用い検討した．
成 績
　1．p53の変異（Fig．2）
　apoptosisに深く関与しているp5310）の変異が
PCR－SSCP法によって確認された細胞株は4種類あ
り，SKGIIIaにexson　8，　SCHにexson　7，　KLEに
exson　5，　HEC－1にexson　7にそれぞれ変異を認め
た．
　2．HPVの検討（Fig．3）
　子宮頸癌由来細胞株に対してRT－PCR法により
検討した結果，SiHa，　CasKi，　SKGIIIaにHPV　16E7
mRNAの発現を認め，　SKGI，　SKGIIにHPV　18E7
mRNAの発現を認めた．すなわち，　SiHa，　CasKi，
SKGI，　SKGII，　SKGIIIaにHPVの感染を示していた．
　3．Vesnarinone添加後の形態変化の観察
　　　（Fig．　4）
　SCH及びJEG－3培養液へのVesnarinone添加群
は無添加群に比べ，明らかな増殖の抑制が位相差顕
微鏡にて観察された．さらに，Vesnarinone添加群
にはこれらの細胞の膨化が認められ，形態学的変化
が観察された．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　渇お
HPV　universal　．
HPV16E7　．
HPV18E7　．
Fig．　3Detection　of　HPV　in　RNA　samples　by　type－specific　and　universal
RT－PCRs．
SCH
JEG－3
No　addition　of
Vesnarinon
Vesnarinon　（100　ptg／ml）
　　　addition
Fig．4　Form　target　observation．
　4．Vesnarinone添加後の増殖能の検討
　　（Table　5）
　MTr　assay法で検：屈した結果，子宮頸癌由来細
胞株8例については，Vesnarinone　10　ptg／ml添加で
92．50±12．40（標準偏差：SD）％の増殖抑制（p＝
0．13）を認め，100μg／ml添加で70．05±17．29
SD％の増殖抑制（p＝0．0018）を認めた．子宮内
膜癌4例については，10μg／ml添加で86．99±6．61
SD％の増殖抑制（p＝0．029）を認め，100μg／m1
添加で67．33±7．30SD％の増殖抑制（p＝0．0029）
を認めた．絨毛癌7例については，10μg／ml添加
で89．20±11．27SD％の増殖抑制（p＝0．44）を認
め，100μg／ml添加で58．75±9．96　SD％の増殖抑
制（p＜0．0001）を認めた．これに対し，胞状奇胎
由来細胞株のVesnarinone添加に対する増殖能は
10μg／ml添加で112．96％，100μg／ml添加で82．23％
であった．
　以上より，子宮頚癌，子宮内膜癌，絨毛癌いずれ
の細胞株もVesnarinone添加により濃度依存的に増
殖が抑制されたことが確認でたが，胞状奇胎細胞株
（4）
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Table　5　MMT－assay　analysis　of　the　examination　of　growth　ability　by　Vesnarinon　addition．
No　addition
盾?　Vbsnarinon
V6snarinon（10μ9／ml）
@　　　　addition
Vbsnarinon（10μ9／ml）
@　　　　addition
CA 100 81．57 64．78
CasKi 100 96．41 96．3
SiHa 100 85．06 58．34
SKGI 100 88．51 64．26
SKGII 100 113．5 70．55
SKGIIIa 100 78．79 40．69
SKGIIIb 100 107．52 79．65
KLE 100 88．62 85．86
SNGII 100 95．55 76．32
HEC－3 100 86．43 64．33
KLE 100 79．43 59．24
EI 100 86．53 69．43
JEG 100 101．29 63．65
SCH 100 73．38 42．44
BeWo 100 101．06 65．74
NaUCC－1 100 81．56 53．65
NaUCC－3 100 88．03 61．27
NaUCC－4 100 80．44 52．27
JAR 100 98．63 72．26
BM 100 112．96 82．23
についてはVesnarinone添加による増殖抑制効果は
認められなかった．
　5．Vesnarinone添加後のapoptosisの検出
　　（Fig．　6）
　細胞株SCH，　JEG－3へのVesnarinone添加群は無
添加群に比べ，DNA　Fragmentation　assay法で明ら
かに強いDNA　Iadderが検出され，　Vesnarinone添
加によりapoptosisが誘導されたことが示唆され
た．これに対し，胞状奇胎由来細胞株BMでは，
Vesnarinone添加にによるDNA　Iadderは観察され
ず，Vesnarinoneのapoptosis誘導作用は認められ
なかった．
　6．Bcl－2，　c－Myc，　BAX，　ICE遺伝子の発現の検討
　　（Fig．　7）
　apoptosisを抑制するBcl－211・　12）遺伝子，増殖促進
作用とapoptosis促進作用のある。－Myc13・14）遺伝子，
apoptosisに深く関与しているICE15），　BAX16）遺伝
子の発現をRT－PCR法にて検討した．　Bc1－2，　ICE，
BAX遺伝子に関してはVesnarinone添加による一一
定の発現変化は認められなかったが，c－Myc遺伝子
に関しては，いずれの細胞株においてもVesnari－
one添加により発現の増強を認めた．
考 察
　腫瘍細胞の発生は近年の分子生物学の進歩により
明らかになりつつある．発癌過程は，細胞増殖や分
化を制御している遺伝子の多段階な変化によると考
えられるようになった．一般に癌細胞でGI　arrest
が生じた場合，その細胞は分化・apoptosisの過程
に入っていくことが可能になる．Gl　arrestの誘導
には放射線療法，細胞分化にはMTX（methotrex－
ate），　apoptosisを誘導させるものとしては，放射
線療法，温熱療法，TGFrsなどがある．白血病や唾
液腺癌，神経芽種などはその治療により分化し，形
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Fig．　6　DNA　fragmentation　analysis．　lnduction　of　apop－
　　　tosis　by　Vesnarinon　addition．　一：　No　addition　of
　　　Vesnarinon．　＋：　Vesnarinon　（100　pag／ml）　addition．
態の変化を起しながら治癒していくことが明らかに
されている1～5）．このことは，悪性腫瘍細胞の分化
とapoptosisが連動して生じることを示唆してい
る．しかし，分化とapoptosisの過程が全く別の機
構として働いている場合がある．化学療法，放射線
療法の効果は，組織特異性があり子宮頚癌，子宮内
膜腺癌，絨毛癌ではそれぞれ異なる．しかし，
Vesnarinoneは組織特異性に関係なく各種癌細胞株
の増殖を抑制し（Table　5）apoptosisを誘発した
（Fig．6）のに対し，胞状奇胎由来細胞株に対しては
増殖抑制効果も，apoptosis誘導作用も示さなかっ
たことより，Vesnarinoneの効果は癌細胞に特異的
である可能性が示唆される．子宮頚癌細胞に感染し
（Fig．3）子宮頚部病変の原因として深く関与してい
るHPVはヒトケラチノサイトを不死化させる能力
があり，細胞の増殖能に関係している17）．HPVの
有無に関わらずVesnarinoneは細胞の増殖を抑制さ
せ，apoptosisを誘導する働きがあると考えられる．
Wild　type　p53を持つ腫瘍細胞は化学療法，放射線
療法によく反応してGl　check　pointでcell　cycle
arrestが生じapoptosisが誘発される．　Mutant　type
p53を持つ腫瘍細胞はその反応性が低いと考えられ
る18・　19）．Vesnarinoneはp53の変異の有無に関わら
　　　　　M　SiHa　CA　　　　　　　n　nVesnarinon 一　　十　　一　十
ICE
fi　2　m
c－Myc
62m
Bcl－2
62m
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Fig．7　RT－PCR　analysis　of　ICE，　c－Myc，　Bcl－2，　BAX
　　　mRNA　expression．　一：　No　addition　of　Vesnarinon．
　　　＋：　Vesnarinon　（100　pag／ml）　addition．
ず増殖を抑制させ，apoptosisを誘導する働きがあ
ると考えられる．この時にもapoptosisに関連した
Bcl－2，　BAX，　ICE遺伝子の発現に一定の変化がない
こと（Fig．7）は，　Vesnarinoneによるapoptosisの
誘導はp53の機能に関係していないことを示唆す
る．一方，apoptosis促進作用のある。－Myc遺伝子
はVesnarinone添加により発現の増強を認めたこと
から，Vesnarinoneによるapoptosisの誘導には。－
Mycが関与していると考えられる．　apoptosisは細
胞内カルシウム濃度の増加に伴うエンドヌクレアー
ゼの活性化によってDNAの断片化がおこるとされ
ている20）．Vesnarinoneの作用機序として，　nucleo－
sideおよびnucleobaseの細胞内への輸送阻害作用
によるapoptosisの誘発21）などが考えられるが，い
ずれにせよ，化学療法，放射線療法とは異なる作用
機序と考えられる．一般にある種の悪性腫瘍細胞を
除き，悪性腫瘍細胞が治療により組織形態が分化傾
（6）
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向を示すことはほとんどない．しかし，腫瘍組織に
おいても正常組織と同様にmitosisとapoptosisが
混在し，正常組織よりは不完全ではあるが増殖のコ
ントロールがなされている．よってmitosisが
apoptosisを上回れば腫瘍細胞は増大するし，逆に
apoptosisがmitosisを上回れば腫瘍細胞は縮小して
いくと考えられる．このように，分化誘導剤が悪性
腫瘍細胞に対してアポトーシスを誘導することがで
きる．それぞれ，組織特異性と誘発因子などによる
違いがあると推測されるため，従来の抗癌剤投与に
よる治療法に分化誘導剤Vesnarinoneを併用するこ
とにより腫瘍抑制効果を増強させることができると
考える．
結 論
　　1．p53の変異はSCH，　SKGIIIa，　HEC－1，　KLEに認
められた．
　　2．HPVの存在を検討した結果，　SiHa，　CasKi，
SKGIIIbに16型，　SKGI，　SKGIIに18型が認められ
た．
　　3．ほとんどの細胞株においてVesnarinone添加
により増殖の抑制が認められた．
　　4．Vesnarinone無添加群に比べ，　Vesnarinone添
加群に明らかに強いDNAの断片化が観察され，
Vesnarinone添加によるapoptosisの誘導が確認さ
れた．
　　5．Vesnarinone添加によるapoptosisの誘導は，
c－Myc遺伝子が関与し，細胞内カルシウムの増加に
よるエンドヌクレアーゼの活性化により誘導される
可能性が示唆された．
　　以上より，p53の変異の有無や各種薬剤耐性遺伝
子の発現の有無にかかわらず，Vesnarinone添加に
より癌細胞の増殖抑制が認められた．このことより，
固形癌に対する新しい治療薬としてVesnarinoneの
臨床的応用が期待される．
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　　Induction　of　apoptosis　in　human　gynecologic　cancer　cell　lines　by
treatment　with　3，4－dihydro－6一［4一（3，4－dimethoxybenzoyl）一1－piperazinyl］一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2（IH）一quinolinone　（vesnarinone）
Atsuya　FUJITOH，　Hiroe　ITOH，　Hirotaka　NISHI，　Tamaki　YUDATE，
　　　　　　　　　　　Keiichi　ISAKA　and　Masaomi　TAKAYAMA
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology　Tokyo　Medical　University，　Tokyo
　　Recently，　cancer　therapy　with　differentiation－inducing　agents　has　begun　to　be　investigated　as　a　new
treatment　for　cancer．　lt　is　well　known　that　cells　show　differentiation　and　apoptosis　with　an　increase
in　intracellular　calcium　ion．　We　made　use　of　Vesnarinone，　a　cardiotonic　agent　which　increases　intra－
cellular　calcium　influx，　to　investigate　its　reactivity　on　8　cell　lines　（HeLa，　SiHa，　CasKj，　SKGI，　SKGII，
SKGIIIa，　SKGIIIb，　CA）　derived　from　uterine　cervical　cancer，　7　cell　lines　（BeWo，　SCH，　JAR，　JEG－3，，
NaUCC－1，　NaUCC－3，　NaUCC－4）　derived　from　chorionic　carcinoma，　4　cell　lines　（SNG　II，　HEC－8，　KLE，
EI）　derived　from　endometrial　cancer，　the　HL60　derived　from　promyelocytic　leukemia　and　the　BM　cell
line　prepared　by　subcultivation　from　hydatidiform　mole．　Apoptosis　increased　as　cell　proliferation
potency　decreased　and　cytomorphological　changes　were　observed　after　addition　ofVesnarinone，　regard－
less　of　the　different　cell　lines　and　the　existence　of　p53　mutation　and／or　HPV．　Vesnarinone　inducible
overexpression　of　c－Myc　in　cancer　cell　lines　was　demonstrated．　This　elevated　c－Myc　expression　resulted
in　cell　apoptosis．　Vesnarinone　was　suggested　to　be　usefu1　in　the　treatment　of　gynecological　malignant
cancer．
〈Key　words＞　Vesnarinone，　Differentiation　induction，　Apoptosis，　Gynecological　cancer
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